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ル等)に よって活性化され る群(例 えば、ス トレブ トリジン0)と チォ ール化合物に依
・存 しない群(例 えば、ブ ドウ球菌溶血毒素や自血球崩壊毒素ロィコシジン)と に区別さ
れる。人間を含む動物に対 して病原性の強い黄色ブ ドウ球菌StaphylococcusaureUsは
溶血毒及びロイコシジンを産生する。黄色ブ ドウ球菌 は、自然界に広 く分布 し、院内感
染や日和見感染の原因となる細菌で、腎孟炎、骨髄炎及び敗血症の起因菌 として重視さ
れている。最近、ブ ドウ球菌による難治感染は、メチシリン耐性黄色ブ ドウ球菌(MR
$A)に よるものであることが明 らかになって、その対策は重要である。MRSAは 染
色体遺伝子変異により、高度の多剤耐性を有 している。MRSAは 国内のみならず外国
でも院内環墳を汚染 し、院内感染として拡大 しつつあ り、高齢者や新生児、ガ ン患者等
のように抵抗力の衰えた人の体内で増殖 し、肺炎や敗血症を引 き起こし死亡さぜること
がある。従って、MRSAを 的確に診断 し、'MRSAの 産生する毒素排除に的確に対応
しなければならない。しかしながら」MRSAの 迅速、かう的確な診断方法や、,MRS
Aの 産生する毒素に関する研究は、.最近始 まっ距ばか りである。特 に、毒素に関ずる生
化学的及び分子生物学的研究は殆 どない。
最近・本研究者は、検討 した21株 のMRSAす べてにロイコシジンが存在する事を世
界に先駆けて見いだ した。』さらに、ロイコシヅ ンの構造 と白血球崩壊機構及びMRSA
におけるロイコシジンの菌体外への分泌機構を明らかにする目的で研究を行ない、MR




[2]MRSAs七rall州o。4が 分泌するロィコシジンS及 びF成 分の精製並びにN末 端
からのアミノ酸配列の決定
[3]S成 分遺伝子(.畷)の クローニングと本遺伝子D凧 の塩基配列決定並びにS成 分 一
遺伝子の大腸菌における発現
[4コF成 分遺伝子(國)の クローニングと本遺伝子D順 の塩基配列決定並びにF成
分の大腸菌における発現
第1章MRSAに おけるロイコシジンの存在




strain158及 び一 ,aureusstrainV8の みに明らかにされていた。本研
究者は、黄色ブ ドウ球菌におけるロイコシジンの存在をスライドア ドフィージョン法に
より検討 した結果、検討 したMRSA(独 立 し炬入院患者21人 から分離 されたもの)21
株、すべてにロイコシジン活性を見いだした。さらに上記V8株 から分離 されたF及 び
S成 分に対するポ リクロナール抗体を使用 して21株 におけるF及 びS成 分の存在を検討
した結果、すべてにF及 びS成 分の存在を見いだした(Flg.D。
第2章 ・MRSAstrainN。.4が 分泌す るロ イコシ ジン.S及 びF .成分 の精製及びN末 端
か らの ア ミノ酸配列の決定
ウサギ白血球膜におけるロィコシジンS及 びF「成分の レセプターはそれぞれGM`ガ
ング リオシ ド及び フォスファ.チジ6ル コリンで、白血球崩壊活性には、S成 分が最初に
GMIガ ングリオシド[Gal『!一3GalNAcFl・4(NA甑2-3)Galp1-4Gluρ1-1Cer)に 結合 しフォ
スフォリパーゼAを 活性化させる必要があるこ.とが知られている。又、F成 分はS成
分と共に白血球に作用して(N£ ピ)黛TPase活 性を高める事が知 られている(文 献2)。
しかしな力坊 、S及 びF成 分の構造 と活性発現についての研究はなされていない。従 っ
て、'S及 びF成 分の構造と機能との関連性を明らかにすることと、.S及びF成 分の菌体
外への分泌機構を明 らかにするためには、S成 分遺伝子のクロ」・ニングを行なう必要が
ある。.生物活性によるS及 びF遺 伝子のスクリrニ ングは困難なため、本研究者は、最
初にS及 びR成 分の精製を行ない、飛末端アミノ酸配列 を決定 し、、これから 剛xed
oligonucleotidesを 合成 して、これをプローブとして、S及 びF成 分遺伝子のスクリー
ニングを行な った。先に神尾はV8株 においてS及 びF成 分の分泌量を種 々の条件下で
培養 した試料を用 いて定量 している6そ の結果、いかなる条件下でも、S及 びFの 分泌
量は一定であることを見 いだしている。本研究者は、馳このことから、S及 びF成 分蛋 白
質は同一プロモーターを使用 して発現 している可能性があると考え、最初にS成 分遺伝
子のクローニングに着手した。S及 びF成 分はMRSAstrainNo.4の 培養上清10リ ッ
トルから、亜鉛沈殿、硫安塩析、C凹一セファデックスカラムクロマ トグラフィー、TSK
ゲルSP-5・P肋 ラムクロマ1・グラフィーにより電気泳動的にそれぞれ単一の蛋白質(そ
れぞれ1mg)と して精製された。 この精製S及 びF成 分 を ユ:1(モ ル比)で 人多核白
並球標品と保温 した結果、臼応球は10分 以内に完全た崩壊された。S成 分あるいはF成
分単独では、白血球は形態学的にはまったく変化はなかった。この事実から、精製され
た蛋白質はそれぞれS及 びF成 分蛋 白質であ ることが明らかになった。S及 びF成 分の
分子量はそれぞれ約32kDa及 び36kDaでV8株 からのそれ らと同一であった(Fig.2及
び3).s及 びF成 分のN末 端アミノ酸配列はエ ドマン法により決定 された。結果をFi8.
4及 びFig.5に 示 した。本配列は、先に我々により決定 されたV8株 のものと同一であ
った。
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第3章S成 分遺伝子(lukS)の クローニングと本遺伝子及び近傍DNAの 塩基配列決定
並びに大腸菌におけるS成 分の発現
(3-1)」ukSの クローニング及び本遺伝子DNA塩 基配列決定
ア ミノ酸配列 よ り、3種 類 の門ixedoli80nucleo七ideprobes:を 合成 した(Fig.4)。
5'末 端 は診Pで 標識 した。
MRSAstrainNQ.4の 染 色体DNAを 分離 精製後 、種 々の制限酵素 で切断 した。得
られ たDNA断 片 をアガ ロースゲル で分離 した後 、上記3種 類 のブ ローブでSouthern
blothybridi2ation:を 行 な った。約LOkbの(EcoRl-Hind日1)断 片 が3種 類 のprobesに
パイブ リダ イズ した。従 って 、本断 片をプ ラス ミ ドpUCI19DNAの(EcoR乳,Hindll置)site
にligationし 、大腸菌Dl15眠に 形質転 換 した。上記3種 類の ブロ ーブでColonybloもhぬ
ridi2ationし た結果 、LOOO個 のTransformantsか ら10個 の 陽性 ク ローンが得 られ た。
これ ら陽性 クローンはすべ て同一の制限酵素地 図を示 した。得 られ たプ ラス ミドをpSA7
Aと 命名 した。プ ラス ミ ドpSA7A中 の地gRト 世旦dlllDNA断 片 の塩 基配列 を決定 し塑
結果 、S成 分C末 端部分 に相 当す る構造遺 伝子部分 が欠損 してい ることが明 らか にな っ
たの で、全構造 遺伝子の クロ ーニングを以 下の方法 で行な った。 プ ラスミ ドpSA7A中 の
(EcoRl-Xbal)断 片 を分 離精製 し・ これをハPで 標 識 して ・プ 白 一ブ とした。次 に・先
に得 られ た染 色体DNAを 制 隈酵素 麺3Aで 部分 分解 し準後 、・庶糖密度 勾配法で6-8kbの
断片 を分離 精製 した。本断 片 をChar㎝id9-36ベ ク ターDNAの 」酬Islteに1igatlon
した。次 に、invltroρackagingsystemに よ り大腸菌DH5dに 形質導入 した。上 記プ ロ
ーフ〈迦Rl・ 迦1断 片)を 用 い、Colonyblothybridizaもlonし た結果 、1,000個 の
Transfomants中 、5個 の陽性 クローンが得 られ た。 いずれ も約8.Okbの 製3A断 片が
挿入 されてい た。その1つ をpSA9-36と 命 名 した。次にプ ラス ミ ドpSA9-36DNAを 迦d'
川 で完全分解 した後 、迦1で 部分分解 して得 られた断 片 をpUcU9ベ ク ターD獄 の旦血d
川 一迦Isiteにligationし た後、.木腸菌DH5収 に形 質転換 した。上記 プ ローブ(迦R
l一麺1断 片)と ハ イブ リダイズす る」血dl日 一璽gRI(o・9kb)DNA断 片の 塩基配列 を決定
し、S成 分遺伝子 が完全 に入 ってい るプラ スミ ドを得 た。本プ ラス ミ ドをpSRKglと 命 名
した。本 プラス ミ ドには約2.2kbの 断片 が挿入 され ていた。本プ ラス ミ ドの制 限酵素
地 図をFig.6に 示 した。本 プ ラスミ ドの塩 基配 列 を決定 す るため 、pSRK91の 誘導体pSRK
91・1を 作製 した(Fi8.6)。S成 分遺伝子及び その近傍 のDNA塩 基配列 をFi8.7に 示 した。
決定され た塩基配列 中に315個 の ア ミノ酸残 基か ら成 るOpenreadingfra配 が見 い出
だ された。想定 ざれ る蛋 白質 の分子量 は35,556Daで 、後述 す る』pSRK91DNA-directed
transcription/もranslationcoupledsystemに よる遺伝子 産物 のSDS-PAGEで 決定 され た
分子量 と一致 した(Fig.8)。 精製s成 分の50個 のN末 端 ア ミノ酸配列 は塩 基配列 か ら想
定 され る蛋 白質の ア ミノ酸配列 の30番 目か ら79番 目までと完全 に一致 した。30番 目の
へlaか らC末 端のASI1ま でのポ リベ ブチ ドの分子量 は32,525で 、分 泌型S成 分 のそれ と
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一致 した
。 また、1番 目の 晦 七か ら29番 目のAlaま でのア ミノ酸配列 は典型的 な細菌分
泌蛋 白質 のシグナルベ ブチ ドと一致 した。 従 って、S成 分 は菌体内 でPre・ 痂atured
prQteinと して合成 されて いることが推 察 され た。精製S成 分 の ア ミノ酸組成 と塩基配
列か ら推定 され る分泌型S成 分の それ と比較 した結果、 それ らは一致 した(表1)。 構
成 ア ミノ酸 組成の特徴 は、塩基性 ア ミノ酸 が多 い こととシステ イン残基 が存在 しない こ
とで あった。 これ らの結果 か ら、得 られ たOpenreadingframeはS成 分 遺伝子 であ
ることが明 らかにな った。 本遺伝子 をlukSと 命 名 した。 本S成 分の ア ミノ酸配列 と、先
に林 らによ り決定 され た緑 膿菌の ロ イコシ ジンの それ(文 献3)と はホ モロジ ーは全 く
なか った。 又、Bio-Database(Genetyx)に よるホ モロジー検索 で もそれ に相 当 するもの
は見 いだされなか った。S成 分構造遣伝子近 傍のDNA塩 基配列 を検討 した結 果 、次 の
事実 が明 らかにな った。
[1コTranslationinitiationcodon(ATG)(position373)か ら12bp上 流にr{boso聡
bindingsiteβAAAGA)力 雪、 さ らに131bp上 流 にPribllow様 塩基配列 がそ れぞ れ存在 した。
[2]S成 分遺伝子のTranslationstopcodon(posl七ionL318)TGAか らibp下 流 に
ATGか ら開始 する新 たなOpenreadil18fra臨e力 簿 在 した。 そ して、S成 分 の構 造遺伝 子
中に本OpenreadingframeのTranslationに 必要 なribosomebindin8site(GAAAG)
がATGcodonか ら12bp上 流(position1,3◎9)に 存在 し拒。 さ らに、 この⑪penreadin8
fra総 中 に、先 に本研究者 らに よ り決定 され たV8株 のF成 分 のN末 端 ア ミノ酸配列23
残 基 と完全 に一致 す るア ミノ酸配 列 が存在 した。 しかも、その上流 に シグ ナル ペプチ ド
配列 が存在 した。 しか し、本Openreadin8frameの 上流 にはS成 分遺伝子 のプ ロモ ー
ター以外 にはプロモ ーター様塩 基配列 は見 いだせ なか った。 この ⑪penreadingfral髄e
はF成 分の構造遺 伝子 であ ることが強 く推察 され る。又、S及 びF成 分遺伝子 は同一 プ
ロモ ーターを使用 して発現 してい ることが推定 され た。
(3-2)S成 分の大腸菌における発現
lnvi七rotranscription/もransla七{oncoupledsystemに よるプ ラス ミ ドpSRK91遺 伝
子の コ ー ドす る遺 伝子産物の検討 はZubayの 方 法(文 献4)に よ り行 な った。標識 ア ミ
ノ酸 として3Js一 メ チオニ ンを用 いた。Fig.8に その結 果を示 した。S標 識遺伝 子産物
PSは 、pSRK91DNAを 反応系 に添加 した時 にのみ検 出 され た。本 遺伝子 産物 の分子量 は約
35kDaで 、前述 したPre-maturedS成 分の それ と一致 した6従 って、本遺伝子産物 はS
成分の前駆 蛋 白質 であ ることが推察 され た。S成 分のinvivoに おける存 在 を証 明す る
ため、pSRK91を 含 む大腸 菌 をlPTG添 加 培地 と無 添加培地 で生 育 させS成 分の発現 を検
討 した。S成 分の検 出はS成 分 に対 す るボ リクロナ ール抗体 に よる いestembb七 七in呂
法で行 な った。結果 をFig.9,A及 びBに 示 した。lPTGの 有無 に かかわ らず、S成 分 が、
大腸菌の菌 体内に検出 された。 この ことは、S成 分 遺伝子 に存在 す るプロモ ーターは大
腸菌で作動 す ることを意 味す る。S成 分 は培 養上清 に は検出 されなか った。従 って 、S
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成分蛋白質は菌体内で既に成熟型になっているが、菌体外には分泌されないζとが明 ら
かになった。このことから、大腸菌で発現 しだ成熟型S成 分はベ リブラズム空間に存在
していることが推察された。これを証明するために、pSRK91を 含む大腸菌菌体からベリ
ブラズム画分を調製 し、S成 分の存在を検討 し炬(Flg.10)。 その結果、予想通 り、発
現 したS成 分蛋白質の約70%が ベリブラズム画分に検出された。
第4章F成 分遺伝子(1ukF)の クローニングと本遺伝子DNAの 塩基配列並びに大腸菌
におけるF成 分の発現
(4.一1)IukF遺 伝子の クロ ーニ ング及 びDNA塩 基配列 決定
プ ラス ミ ドpSA9-36はFlg.5に 示 すProbe4及 びProbe5と 強 くハ イブ リダ イズす る
ことが明 らか にな ったので 、本 プラ ス ミ ドの制 限酵素地 図(Fig.11)を 作製 した。そ の結
果 、約4.Okbの(:EcoR卜EcoRl)断 片中 にF成 分 の構造遺伝 子q血 正)の 全長 が存 在 して い
ることが推定 され た。従 って、本断 片 をブラ ス ミ ドベ ク ターpUC119のEcoRlsiteに ザブ
クローニング した。本 プラ スミ ドをpFRK92と 命 名 した(Fi8.11)。 」雌 及び その近 傍の
DNA塩 基配列及び想定 ア ミノ酸 配列 をFi8。12に 示 し炬。決定 され た塩基配列 中に323
個の ア ミノ酸残基か ら成 るOpenreadin8frameが 見 い だされた。想定 され る分子 量 は
36,808Daで 、pFRK92DNA・directedtranscriptionパranslationcoupledsy就e蹴 に よ る
遺 伝子産物 のSDS・PAGEに よ り決定 された分子量 と一致 した。DNA塩 基配 列及び精製F成
分のN末 端 ア ミノ酸配列 の結果か ら、F成 分 もS成 分 と同様 に25個 の シグナルベ ブ チ
ドを持つ前駆 体で生合成 され、25個 のN末 端 ア ミノ酸 がプ ロセス された後、成熟型 と し
て菌体外 に分泌され る事 が明 らかにな った。構成 ア ミノ酸 組成の特徴 はS成 分 同様、塩
基性 ア ミノ酸 が多い事 とシステ ィン残基 が存在 しない ことであ った て表1)。1ukF近 傍
DNA塩 基配列 を検 討 した結果 、次の事:実が 明 らか にな った。
[1]Shine-Dalgarnosequence((筑AAG)はS成 分 のC末 端領域 に存在 して いる。
[2コ 魍 一些ぜ 問 にはtranscrlptionterminationsequenceが 見 いだせない。・
[3]1ukS及 びlukFは 同一方向 で読 まれ て いる。
[4コlukS-1ukF間 にはプ ロモ ーター配 列 は見 い だされな い。
以上の事実 よ り、F成 分 はS成 分遺 伝子 のプ ロモ ーターを使用 して合成 され て いるこ
とが強 く推 察 され た。
(4-2)F成 分の大腸菌におけ る発現
プラスミドpFRK92の聖gRl・奥Rl断 片 をプラス ミドpKK223-3の 坐gRlsiteに 手重入 し、
↓acプ ロモーターを利用 して、大腸菌におけるiukFの 発現を試みた。期待 どお り血超 は
大腸菌で発現 し、発現されたF成 分はベ リブラズム画分 に回収された。
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(4一.3)ク ローン化S及 びF成 分の毒素活性 、
大腸菌 で発現させたS及 びF、成分をそれぞれSDS-PAGEで 単一まで精製 し、本・標品を使
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審 査 結 果 の 要 旨
人間を含む動物に対して病原性の強い黄色ブ ドウ球菌Staphylococcusaureusは 溶血毒及びロ
イコシジンを産生する。本論文は,メ チシリン耐性黄色ブ ドウ球菌(MRSA)StrainNα4が 分泌
するロイコシジンの構成成分(S及 びF成 分)を 分離精製 し,諸 性質を明らかにするとともに,
S及 びF成 分遺伝子のクローニング及び本遺伝子構造を明らかにしたものである。
第一に,黄 色ブドウ球菌におけるロイコシジンの存在を検討した結果,検 討したMRSA(独 立
した入院患者21人 から分離されたもの)21株 すべてにロイコシジン活性及びS及 びF成 分の存在
を見いだした。
第二に,MRSAStrainNα4が 分泌するロイコシジンS及 びF成 分の精製に成功 し,N末 端から
のア ミノ酸配列を明らかにした。ア ミノ酸配列 より,3種 類のMixedoligonucleotideprobesを 合
成 し,こ れをプローブとして,S成 分遺伝子が完全に入っているプラス ミドpSRK91を 得た。決
定された遺伝子構造とDNA塩 基配列からS成 分は菌体内でPre-maturedproteinと して合成され
ていることを明らかにし,本 遺伝子を1ukSと 命名 した。次にS成 分の大腸菌における発現を検討
した結果,S成 分は大腸菌の菌体内で発現 し,発 現 したS成 分蛋 白質の約70%が ペ リプラズム画
分に存在 していることを明らかにした。
第三に,F成 分遺伝子(lukF)の クローニングに成功 し,本 遺伝子DNAの 塩基配列並びに大
腸菌におけるF成 分の発現を明らかに し,F遺 伝子を含むプラス ミドをpFRK92と 命名 した。
DNA塩 基配列及び精製F成 分のN末 端ア ミノ酸配列の結果から,:F成 分もS成 分 と同様に25個
のシグナルペプチ ドを持つ前駆体で生合成され,25個 のN末 端ア ミノ酸がプロセスされた後,成
熟型として菌体外に分泌される事を明らかにした。構成ア ミノ酸組成の特徴はS成 分同様,塩 基
性アミノ酸が多い事 とシステイン残基が存在しないことであった。1ukF近 傍のDNA塩 基配列を
検討した結果,F成 分はS成 分遺伝子のプロモーターを使用 して合成されていることを明らかに




たもので,こ れ らの知見は微生物生理化学に新知見を加えるものと思われ,審 査員一同は博士
(農学)を 授与するに値するものと判定した。
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